Effect of cisplatin treatment associated with 5-Aza-2CdR on the DNA methylation and MGMT gene expression profile in OSCC by Lima, Dieila Giomo de, 1992-
  
 
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA 
 
 
 
 
 
DIEILA GIOMO DE LIMA 
  
 
 
 
 
 
Avaliação do efeito da cisplatina associada com 5-Aza-2CdR no perfil de metilação do 
DNA e expressão do gene MGMT em células de CEC oral 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PIRACICABA 
2019 
 DIEILA GIOMO DE LIMA 
 
 
 
Avaliação do efeito da cisplatina associada com 5-Aza-2CdR no perfil de metilação do 
DNA e expressão do gene MGMT em células de CEC oral 
 
 
 
Dissertação apresentada à Faculdade de Odontologia 
de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas 
como parte dos requisitos exigidos para à obtenção do 
título de Mestra em Biologia Buco-Dental, na Área de 
Histologia e Embriologia. 
 
Orientadora: Profª Drª Ana Paula de Souza 
 
 
 
 
 
ESTE TRABALHO CORRESPONDE À VERSÃO 
FINAL DISSERTAÇÃO DEFENDIDA PELA 
ALUNA DIEILA GIOMO DE LIMA E 
ORIENTADA PELA PROFª DRª ANA PAULA DE 
SOUZA 
 
 
 
 
PIRACICABA 
2019 
 
Ficha catalográfica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
Marilene Girello - CRB 8/6159
    
  Lima, Dieila Giomo de, 1992-  
 L628a LimAvaliação do efeito da cisplatina associada com 5-Aza-2CdR no perfil de
metilação do DNA e expressão do gene MGMT em células de CEC oral / Dieila
Giomo de Lima. – Piracicaba, SP : [s.n.], 2019.
 
   
  LimOrientador: Ana Paula de Souza.
  LimDissertação (mestrado) – Universidade Estadual de Campinas, Faculdade
de Odontologia de Piracicaba.
 
    
  Lim1. Metilação de DNA. 2. Cisplatino. 3. Carcinoma de células escamosas. I.
de Souza, Ana Paula, 1975-. II. Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Odontologia de Piracicaba. III. Título.
 
Informações para Biblioteca Digital
Título em outro idioma: Effect of cisplatin treatment associated with 5-Aza-2CdR on the
DNA methylation and MGMT gene expression profile in OSCC
Palavras-chave em inglês:
DNA methylation
Cisplatin
Carcinoma, squamous cell
Área de concentração: Histologia e Embriologia
Titulação: Mestra em Biologia Buco-Dental
Banca examinadora:
Ana Paula de Souza [Orientador]
Paula Cristina Trevilatto
Sergio Roberto Peres Line
Data de defesa: 29-03-2019
Programa de Pós-Graduação: Biologia Buco-Dental
Identificação e informações acadêmicas do(a) aluno(a)
- ORCID do autor: https://orcid.org/0000-0002-5163-6047
- Currículo Lattes do autor: http://lattes.cnpq.br/5762896297146013 
Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)
 UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
Faculdade de Odontologia de Piracicaba 
 
 
 
 
 
A Comissão Julgadora dos trabalhos de Defesa de Dissertação de Mestrado, em sessão pública 
realizada em 29 de Março de 2019, considerou a candidata DIEILA GIOMO DE LIMA aprovada. 
 
 
 
 
PROFª. DRª. ANA PAULA DE SOUZA 
 
 
PROFª. DRª. PAULA CRISTINA TREVILATTO 
 
 
PROF. DR. SERGIO ROBERTO PERES LINE 
 
 
 
 
A Ata da defesa, assinada pelos membros da Comissão Examinadora, consta no SIGA/Sistema 
de Fluxo de Dissertação/Tese e na Secretaria do Programa da Unidade. 
 DEDICATÓRIA 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dedico aos meus pais Marino e Clélia, que são os 
mais guerreiros, batalhadores e sempre me 
incentivaram aos estudos, mostrando que o 
conhecimento é o nosso bem mais precioso e nos 
acompanhará pela vida. Também por ressignificar o 
conceito de luta como o começo de uma vitória. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 AGRADECIMENTOS 
O presente trabalho foi realizado com apoio do Conselho Nacional de 
Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq), processo nº 131798/2017-0. 
A Deus pelo amor incondicional, cuidado com os detalhes e por me permitir trilhar 
caminhos que jamais imaginei e que tanto me tornam realizada. Gratidão por me suprir e manter 
esperançosa com um sorriso na alma em todo tempo. 
À Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas 
(FOP/UNICAMP). 
À Coordenação de Pós-Graduação da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da 
Universidade Estadual de Campinas (FOP/UNICAMP) e ao Programa de Pós-Graduação em 
Biologia Buco Dental. 
À Profª Drª Ana Paula de Souza, pela orientação e ensinamentos durante o 
mestrado. Meu muito obrigada pela oportunidade de poder explorar novas áreas do 
conhecimento, também pela consideração e confiança. 
Ao Prof Dr Sérgio Roberto Peres Line pelas dicas, conversas, credibilidade e por 
instigar sempre o desejo de ser melhor a cada dia, com humildade, para entender que o 
conhecimento só se adquire diante de muito esforço e estudo, sendo este, um processo contínuo 
e ilimitado. 
À Profª Drª Paula Cristina Trevilatto que me acompanha desde o primeiro ano da 
graduação sendo minha orientadora de Iniciação Científica durante 4 anos. Muito obrigada por 
me inspirar e suscitar meu interesse pela pesquisa, ciência e vida acadêmica. 
Ao Prof Dr Marcelo Rocha Marques por compartilhar seu conhecimento e ser uma 
inspiração em relação a sua trajetória na pesquisa e docência. 
À Profª Drª Aline Cristiane Planello pelo incentivo, ajuda em ideias, confiança, 
amizade, dicas e boas discussões casuais. 
Aos meus amigos do programa Camila, Larissa, Manuel, Guilherme, Gabriell e 
Giovani pelo companheirismo, “ouvidos”, pela troca de conhecimento, risadas, tardes de cafés 
e filosofias de vida. 
À minha família, em especial meus pais Marino e Clélia que sempre acreditaram 
em mim e me apoiam sempre com sábios conselhos, além de compreenderem minhas ausências, 
 principalmente nos últimos meses. Também ao meu irmão Dimas, cunhada Adriana e minha 
linda sobrinha Beatriz pelo carinho e preocupação. 
Às minhas amigas de Curitiba Karoline, Irislaine, Adriane, Djulyenny que são parte 
da minha história de vida e sempre torcem por mim.  
A todos os meus professores (as) desde o ensino básico até a pós-graduação que 
tanto contribuíram para minha formação e crescimento, ressaltando a importância dos estudos 
e sempre demonstrando muito carinho e cuidado. 
Ao Gustavo, técnico do Laboratório de Cultura de Células, amigo e confidente que 
sempre tem um “puxão” de orelha pra dar, mas que não mede esforços para encontrar uma 
solução para cada problema. Muito obrigada pela convivência diária, por dar um toque de 
leveza na vida, pela ajuda, apoio, por compartilhar momentos de angústia, indecisão e alegrias 
ao longo desses dois anos. 
 Aos técnicos dos laboratórios de Histologia, Patologia, Periodontia e 
Microbiologia pela liberação para o uso de alguns equipamentos na realização de experimentos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 RESUMO 
O perfil de metilação e expressão do gene O6-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT) têm 
sido estudados em vários tipos de tumor, incluindo tumores sólidos de cabeça e pescoço. 
Embora esse gene seja considerado um supressor tumoral devido ao seu papel como gene de 
reparo do DNA, o interesse por ele também se deve a sua relação com a resistência ao 
tratamento com quimioterápicos como, por exemplo, a cisplatina (CDDP). Em carcinoma de 
células escamosas ou carcinoma espinocelular (CEC), porém, pouco se sabe sobre o papel desse 
gene frente a terapias que utilizam a cisplatina conjugada a outras drogas, como 5-aza-2CdR. 
Assim, o presente estudo propôs investigar os efeitos do tratamento com cisplatina conjugada 
ou não com 5-aza-2CdR na viabilidade celular, no perfil de metilação do DNA e na expressão 
do gene MGMT em células de CEC de língua. Para isso, 3 linhagens de CEC de língua (SCC-
9, SCC-15 e SCC-25) foram submetidas aos tratamentos por 72 horas contendo: CDDP 0.1 µM, 
5-aza-2CdR (0,1 ou 0,3 µM), CDDP 0.1 µM + 5-aza-2CdR 0.1 ou 0.3 µM. Ao final dos 
tratamentos foram avaliados a viabilidade celular pelo ensaio de MTT, o perfil de metilação do 
DNA na região promotora do gene MGMT, pela técnica de comparação de melting (MS-HRM), 
e a expressão relativa do gene MGMT pela técnica de RT-qPCR. Os resultados mostram que 
todos os tratamentos reduziram a viabilidade celular das linhagens SCC-15 e SCC-25, enquanto 
que a SCC-9 apresentou redução da viabilidade somente no grupo 5-Aza-2CdR (0,3 µM) 
isolado ou conjugado com CDDP 0.1 µM. Foi observado que o gene MGMT possui perfis de 
metilação e expressão diferentes entre as linhagens estudadas, sendo que a região analisada se 
apresentou 100% desmetilada nas células SCC-15 e SCC-25 e, portanto, com alta expressão 
gênica, e parcialmente (50%) metilada na SCC-9, portanto com menor expressão gênica. O 
tratamento com 5-aza-2CdR, associado ou não à cisplatina, em ambas as concentrações testadas 
foi capaz de reduzir a metilação e aumentar a expressão do gene MGMT nas células da linhagem 
SCC-9, sendo que o tratamento conjugado com CDDP 0.1 µM + 5-aza-2CdR 0.3 µM 
apresentou o aumento mais significativo de expressão. Já a linhagem SCC-25 apresentou 
redução da expressão do gene MGMT em todos os grupos tratados com 5-aza-2CdR. Os dados 
apresentados contribuem para uma investigação promissora desse gene na sua relação com a 
aquisição da resistência à cisplatina.  
 
Palavras-chave: MGMT. Metilação do DNA. Cisplatina. 5-aza-2CdR. Carcinoma de células 
escamosas. 
 
  
ABSTRACT 
The methylation profile and expression of the O6-methylguanine-DNA methyltransferase 
(MGMT) gene have been studied in several tumor types, including solid tumors of the head and 
neck. MGMT represents a tumor suppressor gene in reason of its ability to repair DNA 
molecule. However, MGMT has been also correlated to chemotherapy treatment resistance, 
such as cisplatin (CDDP). The literature about squamous cell carcinoma (SCC) treatment with 
combining drugs is poor, e.g., there are not outcomes from using cisplatin associated to 5-aza-
2CdR. Thus, the present study proposed to investigate the effects of treatment with cisplatin 
conjugated or not with 5-aza-2CdR on cell viability, DNA methylation profile and MGMT gene 
expression in SCC cells of the tongue. SCC-9, SCC-15 and SCC-25 linage cells were submitted 
to 72-hour treatments containing: 0.1 μM CDDP, 5-aza-2CdR (0.1 or 0.3 μM), 0.1 μM CDDP 
+ 5-aza-2CdR 0.1 or 0.3 μM. After that, were evaluated the cell viability by the MTT assay, the 
methylation profile of DNA in the promoter region of the MGMT gene by the melting 
comparison technique (MS-HRM), and the relative expression of the MGMT gene by qRT-PCR 
analysis. The results showed that all treatments reduced the cell viability of the SCC-15 and 
SCC-25 lines, whereas SCC-9 showed reduction of viability only in the 5-aza-2CdR (0.3 μM) 
group isolated or conjugated to 0.1 μM CDDP. It was observed that the MGMT gene has 
different methylation and expression profiles among the studied linages. The analyzed region 
was 100% demethylated in the SCC-15 and SCC-25 cells, which presented high gene 
expression, and partially (50 %) methylated in SCC-9, and therefore, with lower gene 
expression. Treatment with 5-aza-2CdR, isolated or conjugated, at both concentrations tested, 
was able to reduce the methylation and increase the MGMT gene expression in the SCC-9 line, 
and the treatment with CDDP 0.1 μM + 5-aza-2CdR 0.3 μM showed a more significant increase 
in expression. In contrast, the SCC-25 line presented reduced expression of the MGMT gene in 
all groups treated with 5-aza-2CdR. The data presented contribute to a promising investigation 
of this gene in its relation with the acquisition of resistance to cisplatin. 
Key-words: MGMT. DNA methylation. Cisplatin. 5-aza-2CdR. Squamous cell carcinoma 
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1 INTRODUÇÃO 
De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), o câncer é a segunda 
maior causa de morte no mundo, ocasionando cerca de 9,6 milhões de mortes em 2018 e com 
um aumento de aproximadamente 4 milhões de novos casos nos últimos 6 anos (OMS, 2018). 
Entre os tipos tumorais mais frequentes com alta taxa de mortalidade mundial e alta 
incidência em países de baixa e média renda encontramos o câncer oral (Bray et al., 2018), 
sendo mais de 90% dos casos representados pelo carcinoma de células escamosas (CCE) 
(Warnakulasuriya, 2009; Woolgar et al., 2009; Johnson et al., 2011). O CCE oral 
frequentemente afeta os dois terços anteriores da língua, assoalho de boca, região retromolar, 
gengiva e região de palato (Ong et al., 2017). A ocorrência do CCE é mais comum na língua e 
está  associada a um pobre prognóstico (Bello et al., 2010). Tal associação pode estar 
relacionada com o aparecimento frequente do CCE na região móvel da língua, local ricamente 
vascularizado e que pode facilitar o surgimento de metástase tumoral (Sano & Myers, 2007).   
A etiologia e os principais fatores de risco ao câncer oral incluem: fatores químicos 
como consumo de tabaco e álcool; fatores biológicos como a infecção por certos vírus, 
incluindo o vírus do papiloma humano (HPV), frequentemente associado ao aparecimento de 
tumores na região da orofaringe (Vigneswaran et al., 2014); sífilis; e fatores genéticos e 
epigenéticos (Mascolo et al., 2012; Bailoor e Manjunatha, 2015; Irimie et al., 2018). 
Entre as estratégias de tratamento adotadas estão a cirurgia para remoção do tumor 
frequentemente associada à radioterapia ou à combinação entre radio e quimioterapia, está 
indicada nos casos mais agressivos ou com pior prognóstico (Mao et al., 2004; Mazeron et al., 
2009; Rapidis et al., 2009). Apesar de não haver um consenso sobre a melhor abordagem 
terapêutica em termos de câncer da cavidade oral em estágio inicial (estágio tumoral (T) T1 ou 
T2) (Pentenero et al., 2005; Huang et al., 2010; Luryi et al., 2014), a excisão/ressecção tumoral, 
por meio de cirurgia, é comumente a primeira conduta a ser adotada, com ou sem radioterapia 
ou quimioterapia pós-operatória (Robertson et al. 1998; Hinni et al., 2012; NCCN, 2013). 
No entanto, metástases ocultas e recidivas são frequentes e levam a um prognóstico 
ruim, podendo chegar entre 15% a 40% dos casos (Tai et al., 2012). Soma-se ainda a isso o 
diagnóstico tardio de aproximadamente 50% dos cânceres orais, diagnosticados em estágios 
avançados (T3-4) o que influencia a taxa de sobrevida dos pacientes (Archilla, 2018; Centelles 
et al., 2019). Embora a quimioterapia não seja a principal indicação de tratamento para a maioria 
dos pacientes portadores de carcinoma oral, existe uma tendência emergente para a indicação 
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mais frequente do uso da quimioterapia combinada à radioterapia após cirurgia (Shah & Gil, 
2009; Braakhuis et al., 2010), uma vez que na atualidade a indicação do tratamento 
quimioterápico basicamente se limita aos casos de recorrência (Lorch et al., 2009). A terapia 
coadjuvante pode incluir o uso de agentes quimioterápicos como cisplatina, carboplatina, 5-
fluorouracilo, paclitaxel, docetaxel e anticorpos (Huang e O’Sullivan, 2013). 
A cisplatina ou cis-diaminodicloroplatina (II) (CDDP), um agente alquilante e 
membro do grupo de complexos de platina (carboplatina, oxaloplatina) possui atividade 
antitumoral potente e efetiva contra vários tipos de tumores sólidos, incluindo câncer de cabeça 
e pescoço (Florea e Büsselberg, 2011). Vários mecanismos moleculares estão associados à sua 
atividade citotóxica, como a indução de estresse oxidativo, ação na via da proteína p53 que gera 
alteração do ciclo celular, bloqueio da divisão celular por formação de adutos no DNA o que, 
de maneira geral, gera sinalização e indução de morte celular por apoptose (Dasari e 
Tchounwou, 2014). 
No entanto, a CDDP pode causar diversos efeitos adversos como náuseas, vômitos 
e nefrotoxicidade, tornando a dose utilizada um fator limitante. Além disso, a eficácia 
terapêutica é limitada e fica comprometida devido ao surgimento de resistência à droga que 
pode resultar de degradação do transportador de membrana de cobre (CTR1) (Ishida et al., 
2002; Holzer et al., 2006; Howell et al., 2010; Kilari et al., 2016), ou da superexpressão da 
proteína transmembrana 205 (TMEM205) (Shen et al., 2010) e proteínas ATPases do tipo ABC, 
como a proteína de resistência a múltiplos fármacos (MRP) (Ikuta et al., 2005; Shen et al., 
2010; Yamasaki et al., 2011), além de outros fatores descritos na literatura,  como silenciamento 
epigenético de genes críticos para resposta à drogas por meio de metilação do DNA (Galluzzi 
et al., 2012; Shen et al., 2012; Skowron et al., 2018). 
A metilação do DNA representa o evento epigenético mais estudado e consiste na 
adição de um grupo metil, doado por S-adenosilmetionina (SAM), na posição carbono 5` de 
citosinas que precedem guaninas (CpG) pela ação de enzimas chamadas DNA metiltransferases 
(DNMT-1, -3A, -3B) (Sharma et al., 2011). Por sua vez, a desmetilação do DNA depende 
indiretamente da ação de enzimas da família Ten-Eleven Translocation family (TET1, TET2, 
TET3) e timina-DNA-glicosilase (TDG), uma vez que transformam 5-metilcitosina e 5-
hidroximetilcitosina o que leva, posteriormente, à troca desse nucleotídeo por outro nucleotídeo 
citosina, promovendo o evento indireto de desmetilação (Jin et al., 2011; Arioka et al., 2012). 
Regiões ricas em CpG são denominadas ilhas CpG (CGIs) e de maneira ordinária se encontram 
desmetiladas em células normais (Jones, 2012). Porém, em células tumorais, frequentemente 
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são vistas hipermetiladas, como por exemplo, em regiões regulatórias de genes supressores de 
tumor, o que pode levar ao silenciamento parcial ou completo do gene (Goldenberg et al., 2004; 
Kulis e Esteller, 2010; Deaton e Bird, 2011; Jones, 2012). 
O uso clínico de drogas epigenéticas (Epi-drogas), incluindo agentes desmetilantes 
como 5-azacitidina (5-aza) e 5-aza-2′-desoxicitidina (5-aza-2CdR ou decitabina), tem levantado 
o interesse da indústria farmacêutica. A possível ação de reversão do silenciamento de genes 
chaves do ciclo celular, via desmetilação por ação de drogas desmetilantes, tem emergido como 
uma estratégia terapêutica a ser empregada em casos graves e não-responsivos a terapias 
convencionais (Palii et al., 2008; Seelan et al., 2018). A ligação covalente das DNA 
metiltransferases a resíduos de 5-aza-2CdR durante a replicação do DNA, formando adutos de 
5-aza-2CdR-DNMT, promove o bloqueio da atividade das DNMTs, levando a uma situação de 
diminuição da metilação (Christman, 2002; Seelan et al., 2018). 
O gene O6-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT) possui atividade de reparo 
de DNA. A proteína codificada por este gene atua protegendo células dos efeitos tóxicos e 
carcinogênicos de agentes alquilantes, como nitrosaminas presentes na fumaça do cigarro 
(Koutsimpelas et al., 2012) e, também, de agentes quimioterápicos como a cisplatina (Moutinho 
et al., 2016;), removendo os adutos da posição O6 da guanina. Muitos estudos mostram que a 
hipermetilação na região promotora desse gene está associada com diminuição de sua 
expressão, estando esse fato relacionado ao risco aumentado de tumor de cérebro, câncer de 
cólon, câncer de pulmão, câncer de cabeça e pescoço e outros tumores (Kato et al., 2006; 
Sharma et al., 2009; Chen et al., 2017). No entanto, a ação deste gene também pode estar 
correlacionada com o mecanismo de resistência ao tratamento por quimioterápicos, o que seria 
um viés desfavorável (Hegi et al., 2008; Fan et al., 2013; Chen et al., 2015; Chen et al., 2018). 
Em um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado que células da linhagem 
tumoral SCC-9 apresentam metilação nesse gene em, pelo menos, metade da população celular 
tumoral. No entanto, o tratamento com concentrações baixas de 5-aza-2CdR foi capaz de 
promover desmetilação parcial do MGMT e aumentar sua expressão (Amaral et al., 2019). 
Estudos vêm mostrando que a utilização do 5-aza-2CdR em combinação com 
agentes quimioterápicos poderia representar uma abordagem terapêutica interessante, devido 
ao efeito antiproliferativo e pró-apoptótico contra células tumorais bem como o resgate da 
sensibilidade aos quimioterápicos como, por exemplo, cisplatina (Shang et al., 2007; Tawbi et 
al., 2013; Viet et al., 2014; Fu et al., 2015; Young et al., 2017). 
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Nosso objetivo nesse estudo foi analisar o efeito associado ou não de 5-aza-2CdR 
e cisplatina em linhagens celulares de CCE oral, tendo como principal gene alvo o MGMT.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 Câncer de boca e orofaringe 
2.1.1 Definição 
O termo câncer de cabeça e pescoço designa neoplasias malignas de diferentes 
regiões anatômicas do trato aerodigestivo superior que compreende cavidade oral, orofaringe, 
nasofaringe, laringe e hipofaringe (Marur e Forastiere, 2016). 
O câncer de boca ou câncer da cavidade oral se apresenta mais comumente 
localizado nas regiões de lábio inferior, borda ventral-lateral de língua e assoalho de boca 
(Yellowitz et al., 2000; Bagan et al., 2010). Sendo o tipo histológico mais comum, o carcinoma 
de células escamosas (CCE) que responde por aproximadamente 90% dos casos de 
malignidades da cavidade oral e da orofaringe (Lingen et al., 2008; Warnakulasuriya, 2009; 
Woolgar et al., 2009; Johnson et al., 2011; Chi et al., 2015). 
Anatomicamente a cavidade oral se encontra anteriormente posicionada em relação 
à orofaringe, consistindo em áreas próximas, mas que não se superpõem (Becker, 2000; Yates 
e Phillips, 2001; German e Palmer, 2006; Kirsch, 2007). Distingui-las é de extrema importância 
para o correto diagnóstico de diferentes patologias, como o câncer e sua etiologia/fatores de 
risco, tratamentos e prognóstico (Trotta et al., 2011; Chi et al., 2015). 
A etiologia do câncer oral está correlacionada a uma multiplicidade de causas. 
Incluem-se para a gênese do CCE oral fatores intrínsecos como genética, epigenética (Mascolo 
et al., 2012; Bailoor e Manjunatha, 2015; Irimie et al., 2018), deficiências nutricionais, estados 
de imunodeficiência, e, fatores extrínsecos como tabaco, álcool, exposição solar nos casos de 
CCE de lábio e vírus do papiloma humano (HPV) em câncer de orofaringe, porém ainda não 
muito bem estabelecido (Kaminagakura et al., 2012; Nelke et al., 2013; Vigneswaran et al., 
2014). A língua é o sítio anatômico mais frequentemente afetado e usualmente associado com 
o uso de tabaco e álcool, os fatores principais apresentados numa relação dose-efeito 
(Castellsagué et al., 2004; Albuquerque et al., 2011; Maasland et al., 2014). 
Algumas das doenças orais que têm maior predisposição para transformar-se em 
lesões malignas são a leucoplasia, eritroleucoplasia, fibrose submucosa oral, líquen plano e 
queilite actínica. De acordo com a OMS são denominadas de desordens potencialmente 
malignas desde 2005 (van der Waal, 2009). 
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2.1.2 Incidência global 
O câncer oral e de orofaringe juntos são o sexto tipo de câncer mais comum a nível 
mundial, com distribuição geográfica variável. 
As regiões demográficas mais afetadas pelo câncer oral coincidem com aquelas 
com os maiores índices de pobreza segundo Warnakulasuriya em 2009. O sul da Ásia, no ano 
de 2018, com um índice de desenvolvimento humano médio foi a região com o maior número 
de casos de câncer oral no sexo masculino (Bray et al., 2018). 
No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA), em 2018 o câncer de 
cavidade oral se tornou o quinto tipo de câncer mais frequente entre os homens, com 
aproximadamente 11 mil novos casos. 
Os pacientes têm em sua grande maioria acima de 40 anos de idade, 
comprometendo apenas 5% dos pacientes mais jovens (Braakhuis et al., 2009; Curado et al., 
2016). 
A nível global a incidência de casos de câncer de orofaringe é cerca de 4 vezes 
maior no sexo masculino, assim como o câncer oral apresentou 137,976 novos casos 
diagnosticados a mais quando comparados aos valores de incidência em mulheres. A taxa de 
mortalidade no sexo masculino em ambos sítios também se mantém mais alta em torno de 70% 
dos casos (Bray et al., 2018). 
2.1.3 Abordagens terapêuticas 
O prognóstico para CCE continua a ser desfavorável, apesar dos avanços 
terapêuticos para esta neoplasia maligna. O diagnóstico precoce e a conduta clínica adequada 
ainda continuam a ser os principais fatores para o aumento da taxa de sobrevida no mundo 
(Mehrotra & Gupta, 2011). 
Entre as abordagens terapêuticas adotadas tem-se a cirurgia, radioterapia, 
quimioterapia e terapia combinada das 3 condutas ou apenas a associação da radioterapia à 
quimioterápicos como cisplatina, carboplatina, 5-fluorouracilo, paclitaxel e docetaxel (Huang 
& O’Sullivan, 2013). 
No entanto, existem controvérsias em relação ao tratamento mais adequado nos 
estágios iniciais (T1-2/N0), principalmente na necessidade ou não de terapia adjuvante pós-
operatória (D’ Cruz et al., 2009; Tai et al., 2012; Massod et al., 2018).   A terapia adjuvante 
pós-operatória é indicada somente para pacientes de alto risco de recorrência, margem positiva, 
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doença cervical avançada (N2-3) ou disseminação extracapsular (ECS) (Cooper et al., 1998; 
Langendijk et al., 2003; Tai et al., 2012). 
Infelizmente, a maioria dos casos de CCE são diagnosticados em estágios 
avançados da doença (III ou IV) (Kowalski & Carvalho, 2000), com sobrevida de 5 anos 
representando menos de 50% (Viet & Schmidt, 2012) e uma cura de 30% (Yao et al., 2007; 
Güneri & Epstein, 2014). Tornando, assim, interessante o uso da quimioterapia como adjuvante 
na abordagem terapêutica (Schuller et al., 2002; Sano & Myers, 2007). 
2.2 Drogas quimioterápicas 
2.2.1 Cisplatina 
As drogas compostas de platina (cisplatina, carboplatina e o oxaliplatina) são uma 
classe de agentes quimioterápicos que tem um amplo espectro de atividade contra vários tipos 
de tumores sólidos (Rosenberg et al., 1969; Chabner e Longo, 2006). 
A cisplatina ou cis-diaminodicloroplatina (II) (CDDP) foi a primeira droga 
composta de platina a ser aprovada pelo FDA em 1978 para uso em pacientes com câncer de 
testículo e ovário (Kelland, 2007).  Além destes, é clinicamente comprovada sua eficácia 
antitumoral frente a outros tipos de câncer incluindo sarcomas, câncer de tecidos moles, ossos, 
músculos e vasos sanguíneos (Desoize e Madoulet, 2002). 
A estrutura molecular da cisplatina ((NH3)2PtCl2) (Figura 1) é composta por íons 
de platina centrais rodeados por 4 ligantes, à esquerda, com interações mais fortes, as ligantes 
aminas e à direita os ligantes de cloreto ou compostos de carboxilato que permitem a ligação 
com bases de DNA (Goodsell, 2006). 
 
Figura 1 – Estrutura molecular da cisplatina 
 
 
 
 
 
A cisplatina só se torna ativa ao entrar na célula. Por muito tempo acreditava-se que 
a cisplatina entrava nas células por difusão passiva (Yoshida et al., 1994; Kelland, 2000). No 
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entanto, sabe-se hoje, que essa passagem é facilitada devido ao transportador de membrana de 
cobre (CTR1) (Ishida et al., 2002; Katano et al., 2002; Holzer et al., 2006; Turski e Thiele, 
2009). Ao entrar na célula, os átomos de cloreto, da molécula de cisplatina, são substituídos por 
moléculas de água. O produto hidrolisado é uma espécie positivamente carregada que pode 
reagir com qualquer nucleófilo para formar adutos de proteína, RNA e DNA. A cisplatina se 
liga ao centro reativo N7 nos resíduos de purina e, como tal, pode causar danos ao ácido 
desoxirribonucleico (DNA) nas células cancerosas, resultando na inibição da replicação do 
DNA (Uchida et al., 1986), transcrição do RNA (Mello et al., 1995), parada na fase G2 do ciclo 
celular e / ou morte celular programada (Sorenson e Eastman, 1988; Sorenson et al.,1990; 
Desoize e Madoulet, 2002). Para elucidar a ativação das cascatas moleculares sugere-se que um 
dos mecanismos de indução de dano ao DNA pelo uso de compostos da platina são as ligações 
cruzadas de 1,2-intracadeia de bases purinas com cisplatina, correspondendo às mais notáveis 
entre as alterações no DNA. Estas incluem os adutos 1,2-intracadeia d (GpG), adutos 1,2-
intracadeia d (ApG) representando cerca de 90% e 10% dos adutos, respectivamente, e uma 
pequena porcentagem de adutos intercadeias, descritos por contribuírem para a citoxicidade da 
cisplatina por meio do bloqueio da divisão celular, levando à apoptose (Kelland et al., 1993, 
Pommier et al., 2004; Dasari e Tchounwou, 2014). 
Além disso, mediada pela ativação de várias vias de transdução de sinal, a indução 
de espécies reativas de oxigênio numa relação dose-tempo dependente da cisplatina (Brozovic 
et al., 2010), pode causar uma ruptura da homeostase do cálcio, fazendo com que o nível deste 
aumente temporariamente dentro das células, provocando dano celular por meio da inibição das 
funções mitocondriais, também resultando em apoptose (Galluzzi et al., 2012; Kommuguri et 
al., 2013). E, quando em níveis muito altos de estresse oxidativo o resultado é morte celular 
não-apoptótica (necrose).  A indução por ativação de vias extrínsecas (recrutamento da proteína 
Fas e caspase 8) e intrínsecas (ativação de proteínas Bcl-2 e Bcl-xL para facilitar a liberação do 
citocromo c) (Ozben, 2007; Gupta et al., 2012), incluindo ativação de caspases iniciadoras (8 e 
9) ou executoras (3 e 7) da apoptose (Salvesen e Abrams, 2004), entre outros processos como 
ativação da família de proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs) e 9) (DeHaan et al., 
2001). 
 
No entanto, a eficácia terapêutica da cisplatina é comprometida não só devido aos 
diversos efeitos adversos provocados por sua toxicidade não seletiva (nefro e neurotoxicidade) 
(Miller et al., 2010; Avan et al., 2015; Kanat et al., 2017; Portilla et al., 2018), mas também 
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por sua ação limitante diante de mecanismos intrínsecos e adquiridos de resistência à droga que 
as células tumorais passam a desenvolver, reduzindo, assim, o acúmulo intracelular desta. Um 
dos mecanismos sugeridos inclui a degradação do CTR1, acarretando na diminuição do influxo 
da droga, e portanto, resultando em resistência ao fármaco (Holzer e Howell, 2006; Kalayda et 
al., 2012). A superexpressão da proteína de membrana TMEM205 também foi associada a 
resistência à cisplatina, no entanto, os mecanismos ainda não são bem esclarecidos (Shen et al., 
2010; Shen et al., 2012). Além disso, a expressão de proteínas associadas à resistência a 
multidrogas (MRP) e glicoproteína – P (Pgp) (Pérez-Sayáns et al., 2010; Yamasaki et al., 2011), 
fatores de transcrição como proteína 1 de ligação a Y-Box (YB-1) e CCAAT- fator de 
transcrição de ligação 2 (CTF2) (Torigoe et al., 2005), expressão de β-catenina (Li et al., 2016) 
são descritos como relacionados a resistência à cisplatina. Além disso, genes relacionados ao 
reparo no DNA como do sistema de reparo por incompatibilidade (DNA mismatch repair system 
- MMR) (MSH2, MSH6, MLH1 e PMS2) (Rudolph et al., 2017) e MGMT (Christmann e Kaina, 
2017) também foram correlacionados com o mecanismo de resistência. 
A fim de diminuir a resistência indesejada à cisplatina e também diminuir sua 
toxicidade inespecífica, este fármaco, atualmente, tem sido associado a outras drogas 
quimioterápicas como paclitaxel (Buccheri et al., 2016) e tomozolomida (Lian et al., 2018), 
mas também com drogas epigenéticas como decitabina (Qin et al., 2015; Oing et al., 2019) 
2.3 Marcas e mecanismos epigenéticos 
2.3.1 Metilação do DNA 
A metilação é um dos mecanismos epigenéticos mais estudados que afeta 
diretamente o DNA, provocando localmente uma compactação da cromatina afetando o fator 
de ligação de transcrição gênica. Nela, um radical metil, doado por S-adenosilmetionina (SAM), 
é adicionado a bases de citosinas (5mC) (Figura 2) seguidas diretamente de guaninas, formando 
os dinucleotídeos CpG que se encontram em número reduzido nos genomas de vertebrados 
(Bird, 2002). Entretanto, existem certas regiões que são enriquecidas em CpG, estas são 
denominadas ilhas CGs e em condições de normalidade, apresentam-se frequentemente 
desmetiladas (Deaton e Bird, 2011; Jones, 2012). No entanto, em condições de quebra de 
homeostasia celular por fatores como desenvolvimento de tumores malignos quando localizada 
em regiões promotoras de genes, a metilação do DNA é normalmente uma marca repressiva, 
ou seja, induz redução da expressão gênica. (Deaton e Bird, 2011; Jones, 2012; Kulis e Esteller, 
2010). 
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Figura 2 – Conversão da citosina em 5-metilcitosina (5mC) 
 
 
 
 
Fonte: Adaptado de Zakhari, 2013 
A metilação é considerada mitoticamente herdável, pois a cada divisão a 
informação de metilação é propagada por uma enzima DNA metiltransferase (DNMT), mais 
especificadamente a DNMT1, com o papel de adicionar grupos metil nos dinucleotídeos CpG 
das fitas das células filhas de acordo com a informação de metilação das fitas da célula mãe. 
Além da DNMT1, conhecida por manter a metilação pós-replicação, existem as 
DNMT3A e 3B sendo as responsáveis por catalisar a metilação “de novo” (Chédin, 2011). 
Sharma et al. (2011) propôs que as DNMT3A/B participam em conjunto com a DNMT1 na 
manutenção da metilação do DNA (Figura 2). Por sua vez, a desmetilação dos dinucleotídeos 
CpG é realizada ativamente pelas enzimas da família Ten-Eleven Translocation (TET) (TET1, 
TET2, TET3) e timina-DNA-glicosilase (TDG), independente da divisão celular (Arioka et al., 
2012). A 5mC é convertida em 5-hidroximetilcitosina (5hmC), uma forma intermediaria 
durante a desmetilação ativa do DNA. Após, a 5hmC sofre deaminação por enzimas (Arioka et 
al., 2012) ou oxidação natural (Maiti e Drohat, 2011) o que é seguida por reparação de base por 
excisão (BER), resultando na remoção da 5hmC e recolocação de citosina não metilada. 
Durante o processo de carcinogênese, ocorrem mudanças paradoxais nos padrões 
de metilação do DNA, com hipometilação global e hipermetilação regional. A hipometilação 
global do DNA pode ativar, "desbloquear" elementos repetitivos que podem afetar a 
estabilidade do genoma ou levar à ativação transcricional de vírus latentes ou oncogenes. 
Simultaneamente, a hipermetilação regional leva ao silenciamento transcricional de genes 
supressores de tumor (Jiang et al., 2009; Ehrlich, 2009). Investigações mostraram que o número 
de genes relacionados ao câncer que são inativados por modificações epigenéticas é igual ou 
mesmo superior ao número de genes inativados por mutação (Herman e Baylin, 2003). O padrão 
de hipermetilação dos genes supressores de tumor mostra especificidade do tipo tumoral 
(Hansen et al., 2011). 
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2.3.2 5-aza-2CdR – droga inibidora de metilação 
Mudanças epigenéticas são essenciais para o desenvolvimento tumoral. Algumas 
dessas mudanças podem ser revertidas por drogas específicas. As drogas epigenéticas (Epi-
drogas) pertencem a uma categoria de drogas usadas para o tratamento de cânceres específicos. 
Essas drogas se dividem em dois grupos: inibidores da metilação do DNA e inibidores da 
histona (Verma e Kumar, 2018). 
Entre as drogas inibidoras da metilação do DNA, o 5-azacitidina (5-aza, Vidaza®) 
foi o primeiro agente hipometilante a receber a aprovação regulamentar do FDA em 2004 para 
o tratamento da síndrome mielodisplásica (MDS), e 5-aza-2′-desoxicitidina (5-aza-2CdR ou 
decitabina, Dacogen®) foi o segundo agente hipometilante a ser aprovado pela FDA em 2006 
para o tratamento de MDS de alto risco, após demonstrar sua eficácia clínica sobre o melhor 
cuidado de suporte (MCS) no tratamento de pacientes idosos com MDS de risco intermediário 
ou alto, inelegíveis para quimioterapia intensiva (Lubbert et al., 2011). Os fármacos são 
análogos da citidina, com um átomo de nitrogênio no lugar do carbono 5. Uma vez dentro da 
célula, são fosforilados e então incorporados ao DNA durante a replicação. Os análogos são 
reconhecidos pela DNMT1, e a reação normal envolvendo a transferência de um grupo metil 
começa a ocorrer. O grupo nitrogênio na quinta posição, no entanto, causa a formação de uma 
ligação DNMT1-5-aza-2CdR irreversível, que desencadeia a degradação da enzima e leva a 
reduções generalizadas na metilação de forma passiva (Christman, 2002; Momparler et al., 
2005; Seelan et al., 2018) (Figura 3). Como a droga se integra ao DNA durante a replicação, as 
células de câncer, por se dividirem rapidamente, se tornam mais suscetíveis aos seus efeitos. 
 
Figura 3 – Formação do aduto DNMT1-5-Aza-2-CdR 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Adaptado de (Luczak e Jagodzinski 2006). 
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Apesar de serem usados com a mesma finalidade, enquanto 5-aza-2CdR é 
incorporado diretamente ao DNA, o 5-aza deve ser incialmente reduzido ao nível do difosfato 
pele ribonucleotídeo redutase de modo a ser incorporado no DNA, e assim inibir a metilação 
do DNA. No entanto, uma parte considerável do fármaco pode ser incorporada no RNA, onde 
pode , de certa forma, influenciar a síntese e o metabolismo do RNA. No entanto, o fato de 
ambos os compostos estarem ativos apenas na fase S do ciclo celular, somente podem se ligar 
ao DNA (Constantinides et al., 1978; Momparler, 2012; Derissen et al., 2013). 
O uso de  inibidores da metilação na terapia do câncer consiste em reverter o 
silenciamento e alterar expressão de genes-chave supressores tumorais durante o processo de 
carcinogênese, bem como em combinação com drogas quimioterápicas para ressensibilização 
de células resistentes ao tratamento convencional (Brown e Glasspool, 2007; Palii et al., 2008; 
Clozel et al., 2013; Viet et al., 2014; Seelan et al., 2018). 
2.4 Genes de reparo 
2.4.1 MGMT 
O gene O6-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT) possui uma extensão 
maior que 300kb, localizado no locus cromossômico 10q26 (Xu et al., 2014). Possui 5 éxons, 
sendo o primeiro deles não codificante, 2 promotores (um mínimo e um com máxima atividade) 
(Figura 4) contendo 97 sítios CpG desprovidos das sequências TATA box e CAAT box e um 
enhancer (Cankovic et al., 2013; Minoo, 2013). 
Figura 4 – Esquema da região promotora de MGMT com ilha CpG 
 
 
 
 
Fonte: Adaptada de Cankovic et al., 2013 
 
MGMT é abundantemente expresso em vários tipos de tecidos normais, porém se 
apresenta a níveis muito baixos na medula óssea e no cérebro normal (Paranjpe et al., 2014) O 
mecanismo de regulação da expressão desse gene pode se basear em fatores genéticos e/ou 
epigenéticos (Xu et al., 2014). 
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O MGMT codifica uma proteína de reparo de DNA que remove os grupos alquila 
resultantes da exposição a agentes alquilantes ambientais e terapêuticos (Xu et al., 2014), da 
posição O6 da guanina, um importante local de alquilação do DNA. A remoção dos danos 
consiste numa transferência irreversível do grupo alquila a uma cisteína reativa conservada 
(C145) no interior da proteína (Lamb et al., 2014) Cada grupo removido do O6-MG resulta na 
inativação de uma molécula da proteína MGMT, mecanismo “suicida” (Gerson, 2004), fazendo 
com que a eficiência na atividade de reparo seja limitada pelo número de moléculas. 
Os danos por alquilação podem ser resultantes de compostos N-nitrosos que são 
agentes alquilantes como nitrosaminas, presentes na fumaça do cigarro (Koutsimpelas et al., 
2012), drogas quimioterápicas (Ochs e Kaina, 2000; Moutinho et al., 2016), N-
alquilnitrosaminas em bebidas como cervejas, em alimentos, incluindo peixe defumado, bacon, 
salsichas e queijo e cosméticos contaminados com N-nitrosodietanolamina (Fahrer e Kaina, 
2013). Caso o dano não seja reparado haverá a formação da mutação de ponto de transição    
G:C        A:T ou   A:T        G:C (Zuo et al., 2004). As lesões acumuladas poderão ser reconhecidas 
pelo mecanismo de reparo por incompatibilidade (MMR) envolvendo as proteínas MLH1, 
MSH2, MSH6 e PMS2 que induzem a apoptose e morte celular (Iyama e Wilson, 2013). Se 
nenhum dos mecanismos de reparo funcionar, o DNA mutado continua se replicando resultando 
na formação do câncer (Figura 5). 
Figura 5 – Esquema do mecanismo de reparo do DNA  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Adaptada de Mukai e Sekiguchi, 2002 
 
Um largo espectro de tumores tem sido correlacionado com a hipermetilação do 
promotor do gene MGMT como tumor de cérebro, câncer de cólon, câncer de pulmão, câncer 
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de cabeça e pescoço (Kato et al. 2006; Sharma et al. 2009; Yu et al., 2016; Chen et al. 2017). 
No entanto, a ação deste gene também pode estar correlacionada com o mecanismo de 
resistência ao tratamento por quimioterápicos, quando este está sendo expresso, o que seria um 
viés desfavorável, porém ainda não é bem esclarecido (Hegi et al., 2008; Fan et al., 2013; Chen 
et al., 2015; Chen et al., 2018). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
27 
 
3 PROPOSIÇÃO 
3.1 Objetivo Geral 
Avaliar o efeito do tratamento com 5-aza-2CdR associado ou não à cisplatina 
(CDDP) em linhagens de carcinoma de células escamosas de língua.  
3.2 Objetivos Específicos 
Cultivar 3 linhagens de carcinoma de células escamosas de língua (SCC-9, SCC-
15 e SCC-25), submetendo-as aos tratamentos com 5-aza-2CdR, 0.1 µM e 0.3 µM, e/ou 
CDDP, 0,1 µM, por um período de 72 horas, avaliando: 
 Viabilidade celular por meio do ensaio de MTT. 
 Perfil metilação do gene MGMT pela técnica de MS-HRM. 
 Expressão do gene MGMT pela técnica qRT-PCR seguida do método de 
quantificação relativa (2-ΔΔCT).
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 Cultura de células 
Para todos os experimentos, linhagens humanas de carcinoma de células escamosas 
de língua, cedidas pelo Dr. Edgar Graner (Faculdade de Odontologia de Piracicaba, 
Universidade Estadual de Campinas, Piracicaba, Brasil): SCC-9 (ATCC® CRL-1629™), SCC-
15 (ATCC® CRL-1623™) e SCC-25 (ATCC® CRL-1628™), nas passagens 52, 54 e 58, 
respectivamente, foram cultivadas em meio de cultura DMEM/Ham's F12 (Dulbecco's 
Modified Eagle's Medium e Ham's F12) (Sigma, USA), suplementado com 400 ng/mL de 
Hidrocortisona (Sigma, USA), 10 % de Soro Fetal Bovino (FBS) (Sigma, USA), 100 U/mL de 
Penicilina, 100 µg/mL de Estreptomicina (Invitrogen, USA) e incubadas a 37 °C e 5% de CO2 
até atingirem pré-confluência. 
4.2 Tratamento com Cisplatina e 5-Aza-2CdR 
As células foram plaqueadas em placas multipoços, cultivadas por 24 horas em 
meio suplementado para adesão celular, e mais 24 horas na ausência de FBS para sincronização 
celular. Em seguida, as células tratadas com cisplatina (Takara Bio USA, Inc.) e / ou 5-Aza-
2CdR (Sigma, USA), conforme cada grupo experimental, por 72 horas, trocando o meio (com 
FBS 10%) a cada 24 horas e repondo as drogas a cada troca sendo P (Plaqueamento); SC 
(Sincronização Celular); T (Troca do meio com reposição das drogas); A (Análises) (Figura 6). 
 
Figura 6 – Esquema do período experimental 
 
 
 
 
 
Inicialmente, a cisplatina foi diluída em solução salina a 0,9 % e o 5-Aza-2CdR em 
solução de tampão fosfato 1% (PBS), ambos na concentração de 1 mM. No momento da 
aplicação da droga, tanto a cisplatina (1 mM), quanto o 5-Aza-2CdR (1 mM), foram diluídos 
em meio de cultura na concentração e combinação desejadas, resultando nos seguintes grupos 
experimentais: 
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 CDDP: Células tratadas com cisplatina a 0.1 µM 
 5-Aza 0,1: Células tratadas com 5-Aza-2CdR a 0.1 μM 
 5-Aza 0,3: Células tratadas com 5-Aza-2CdR a 0.3 μM 
 CDDP + 5-Aza 0,1: Células tratadas com cisplatina a 0.1 µM + 5-Aza-2CdR a 0.1 μM 
 CDDP + 5-Aza 0,3: Células tratadas com cisplatina a 0.1 µM + 5-Aza-2CdR a 0.3 μM 
 Controle: Células cultivadas na ausência de cisplatina e de 5-Aza-2CdR 
 
4.3 Ensaio de MTT 
Para a análise de viabilidade celular, as células foram plaqueadas em placas de 96-
poços (n = 8 poços/grupo) na concentração inicial de 1x104 células/poço e, após o período 
experimental, foi realizado o teste de MTT (Invitrogen, Carlsband, CA, USA). Neste teste, as 
enzimas mitocondriais das células viáveis promovem a redução de 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), um sal tetrazólio amarelado solúvel, em cristal de 
formazan roxo e insolúvel. O formazan é solubilizado em etanol e sua concentração é 
determinada por densidade óptica (leitura colorimétrica), refletindo o número de células viáveis 
metabolicamente ativas. Brevemente, as células foram incubadas por 3 h (37 °C e CO2 5%), em 
meio de cultura (200 µL/poço) contendo MTT (0,3 mg/mL). Poços contendo apenas o meio de 
cultura, sem células, foram incubados com MTT em paralelo com as amostras do experimento 
para normalizar os valores de absorbância obtidos. Então, foi realizada a solubilização dos 
cristais de formazan com etanol 100 % e em seguida, a leitura da absorbância em um 
comprimento de onda de 570 nm por um microespectofotômetro (ASYS UVM340, Biochrom 
Ltda, Cambridge, England) com auxílio do software ScanPlus. Os resultados foram expressos 
como porcentagem de viabilidade celular, considerando o grupo Controle como 100 %. 
4.4 Análise de metilação do DNA 
4.4.1 Extração de DNA e tratamento com Bissulfito de Sódio 
Para análise de metilação do DNA, as células foram plaqueadas em placas de 6-
poços (n = 3poços/grupo) na concentração inicial de 18,75x104 células/poço. Após o período 
experimental, o DNA total foi extraído usando o kit Quick-DNA Universal (Zymo Research, 
USA), seguindo as recomendações do fabricante. Após a quantificação do DNA e a verificação 
da sua pureza usando o Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA), 800 
ng de DNA genômico foram tratados com bissulfito de sódio usando o kit Epitect® Bisulfite 
30 
 
 
 
(Qiagen, Germany), seguindo as instruções do fabricante. A técnica molecular de conversão 
química do DNA por bissulfito pode ser utilizada para evidenciar citosinas metiladas. Nesse 
tratamento, o bissulfito de sódio converte as citosinas não metiladas em uracilas, mantendo as 
citosinas metiladas inalteradas. Após a conversão da amostra de DNA, o próximo passo é a 
amplificação por PCR, que converte as uracilas em timinas. O DNA convertido foi estocado à 
4 °C até a análise de Methylation-Sensitive High Resolution Melting (MS-HRM). 
4.4.2 Análise de MS-HRM 
A PCR em tempo real seguida de análise de MS-HRM foi realizada no 
termociclador Light Cycler 480 II (Roche, Mannheim, Germany). Essa técnica consiste na 
análise de metilação do DNA pós conversão por bissulfito seguido de PCR, na qual uma região 
de DNA de cadeia dupla totalmente metilada compreende um número mais elevado de ligações 
citosina/guanina mais fortes do que a mesma região de DNA pobre em citosina não metilada. 
Estas propriedades são usadas para separar os alelos metilados dos não-metilados pela diferença 
na quantidade de energia necessária para separar os filamentos de DNA da dupla hélice. Worm 
et al., 2001, inicialmente relataram o princípio de separar o DNA metilado do não-metilado por 
análise de melting. O software gera curvas de melting que mostram a relação entre a 
temperatura e a fluorescência medida a partir do final da amplificação até que todos os 
amplicons estejam completamente dissociados e estejam presentes como fitas únicas de DNA. 
A avaliação do nível de metilação é semiquantitativa e realizada comparando o perfil de melting 
da amostra teste com uma faixa da curva padrão de DNA totalmente metilado e DNA totalmente 
não-metilado (Wojdacz et al., 2008). O desenho específico de primers que favorece a 
amplificação do alelo metilado resultou em uma alta sensibilidade dos ensaios de MS-HRM, e 
a capacidade de detectar níveis de metilação entre 0,1% e 1% (Wojdacz et al., 2009; Wojdacz 
et al., 2014). Os primers para o gene MGMT foram desenhados de acordo com o proposto por 
Wojdacz & Dobrovic, 2007: primer forward 5’- GCGTTTCGGATATGTTGGGATAGT-3’ e 
primer reverse 5’-CCTACAAAACCACTCGAAACTACCA-3’ (Wojdacz & Dobrovic, 2007) 
(Exxtend, SP, Brasil). As reações correram em duplicata por amostra e cada reação consistiu 
em: 1 μL de DNA convertido por bissulfito, 1x LightCycler®480 HRM Master Mix + 4 mM 
de MgCl2 (Roche, Mannheim, Germany), 250 nM de cada primer, em um volume final de 10 
μL. Os parâmetros de amplificação foram: 95 °C por 10 minutos (desnaturação inicial do DNA), 
seguido de 40 ciclos: 95 °C por 10 segundos (desnaturação), 56 °C por 20 segundos 
(anelamento) e 72 °C por 20 segundos (extensão). As análises de MS-HRM foram realizadas 
com ajustes da temperatura de ramping e aquisição de fluorescência recomendados pelo 
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fabricante: 1 minuto à 95 °C, mantido à 70 °C por 1 minuto (para permitir o re-anelamento de 
todo produto de PCR), passo de aquisição a partir de 70 ° C a 95 °C, subindo 0,2 °C/s com 25 
aquisições por °C. Para estimar o nível de metilação do DNA de cada amostra, foram utilizados 
como controle, DNA totalmente metilado (100%) e totalmente não metilado (0%) (EpiTect 
PCR Control DNA Set da Qiagen). A partir destes, foi preparada uma diluição intermediária na 
proporção 1:1 (50% metilado), resultando em curvas de melting padrão de uma diluição seriada 
de 0, 50 e 100% de DNA metilado. A fim de compensar a variação de fluorescência inicial, os 
dados MS-HRM foram normalizados (software de análise Light Cycler 480 II). A curva de 
melting do produto de cada amostra foi comparado com as curvas de melting padrão (0, 50 e 
100 % metilado). Como resultado, as amostras foram classificadas em uma faixa de metilação 
igual a 0-50% e 51-100%. 
4.5 Análise de expressão gênica 
4.5.1 Extração e quantificação de RNA total 
Para análise de expressão gênica, as células foram cultivadas em placas de 6-poços 
(n = 3 poços/grupo) na concentração inicial de 18,75x104 células/poço. Ao final do período 
experimental, o RNA total foi isolado e purificado utilizando o protocolo de Trizol® 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), seguindo as recomendações do fabricante.  Brevemente: o 
meio de cultura foi aspirado e todos os poços foram lavados com tampão fosfato salino (PBS-
Gibco BRL, life technologies, Rockville, MD, USA). Um mililitro do reagente Trizol foi 
adicionado em cada poço, e as células foram lisadas por meio de aspirações e reaplicações 
sucessivas; o conteúdo dos poços (células desprendidas + reagente Trizol) foi transferido para 
um microtubo de 1,5 mL e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Em cada microtubo 
foram adicionados 0,2 mL de clorofórmio (Merck, Frankfurt, Germany), agitando 
vigorosamente por 15 segundos e incubando por 3 minutos à temperatura ambiente. Os 
microtubos foram centrifugados a 12000 x g por 15 minutos a 4 ºC. A fase aquosa foi transferida 
para novos microtubos, nos quais foram adicionados 0,5 mL de isopropanol (Merck, Frankfurt, 
Germany), após homogeneizar por 15 segundos, os microtubos foram incubados por mais 10 
minutos em temperatura ambiente. Novamente os microtubos foram centrifugados a 12000 x g 
por 10 minutos a 4 ºC. O sobrenadante foi removido e o precipitado foi lavado com 1 mL de 
etanol 75 % gelado, misturado em “vortex” e centrifugado a 7500 x g por 5 minutos a 4 ºC. O 
sobrenadante foi cuidadosamente vertido em gaze esterelizada. Os tubos permaneceram 
invertidos por 30 min a temperatura ambiente para secar. O pellet de RNA das amostras foi 
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suspenso em H₂O nucleasse-free e então, as amostras foram quantificadas. A concentração e a 
pureza do RNA total das amostras foram obtidas utilizando 1 μl de cada amostra em Nanodrop 
2000 (Thermo Ficher Scientific, Wilmington, DE, USA). 
4.5.2 Síntese de cDNA 
Para eliminar possíveis traços de DNA genônico contaminante, as amostras de 
RNA foram inicialmente tratadas com DNase. Para isso, 1,375 μg de RNA total purificado foi 
tratado com 1U de DNase I Amp Grade + 10X DNase I Reaction Buffer (Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA) (volume final de 10 µL com H2O nuclease-free) por 15 minutos (temperatura 
ambiente). A reação foi inativada pela adição de 1 µL de EDTA 25 mM e incubação a 65 °C 
por 10 minutos. A síntese de cDNA foi realizada utilizado o kit SuperScript III First-Strand 
Synthesis Systems for RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) como segue: 1 µg de RNA 
total tratado com DNase (8 µL do total de 11 µL), 1 µL de Primer 50µM oligo (dT) e 1 µL de 
DNTP Mix, totalizando o volume de 10 µL, incubados por 5 minutos a 65°C e posteriormente 
1 minuto no gelo. Foi adicionado a cada amostra, 2 µL de 10X RT Buffer, 2 µL de DTT 0,1 M, 
1 µL de RNaseOUT, 4 µL de MgCl2 25 mM e 1 µL de SuperScript III RT, totalizando um 
volume de 20 µL por amostra, incubados por 50 minutos a 50ºC e 5 minutos a 85ºC. Por último, 
adicionou 1 µL de RNase H, obtendo o volume final de 21 µL. As amostras foram armazenadas 
a -20°C. 
4.5.3 PCR quantitativa (qPCR) 
A análise de expressão de mRNA para o gene MGMT foi realizada utilizando 
reações de PCR quantitativo, pelo sistema SYBR Green (Roche), conduzidas no termociclador 
LightCycler 480 II (Roche, Mannheim, Germany). A sequência do primer utilizada foi: forward 
5’-GCTGAATGCCTATTTCCACCA-3’; reverse 5’-CACAACCTTCAGCAGCTTCCA-3’ 
(Cartularo et al., 2016) (Exxtend, SP, Brasil). As reações foram conduzidas em duplicata por 
amostra em placas de 96-poços com volume final de 10 µL cada reação contendo: 1 µL de 
cDNA, 250 nM de cada primer, 5 µL de SYBR Green (LightCycler® 480, Roche Applied 
Science) e 3 µL de H2O nucleasse free. As condições de amplificação consistiram de uma 
desnaturação inicial de 5 minutos a      95 °C, seguido de 45 ciclos: 30 segundos a 95 °C 
(desnaturação), 20 segundos a 62 °C (anelamento) e 20 segundos a 72 °C (extensão). Ao final 
da amplificação, uma etapa adicional foi incluída para a geração de uma curva de dissociação 
(curva melting) necessária para a confirmação da especificidade do produto amplificado. Os 
resultados de expressão gênica por PCR quantitativo foram obtidos a partir do valor de Cp 
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(Crossing point), o qual representa o ciclo em que a amplificação foi detectada. A análise da 
expressão gênica foi realizada pelo método de quantificação relativa (2-ΔΔCT) (Livak e 
Schmittgen, 2001). Inicialmente, os valores de expressão do gene-alvo MGMT de cada grupo 
foram normalizados pelo gene de referência escolhido GAPDH: forward 5’-
CCACTCCTCCACCTTTGAC-3’; reverse 5’-ACCCTGTTGCTGTAGCCA-3’ (Exxtend, SP, 
Brasil), e então, foram comparados os valores de expressão normalizados de cada grupo 
experimental, com os valores do grupo controle. 
4.6 Análise estatística 
Todas as comparações e análises estatísticas foram realizadas usando o GraphPad 
Prism, versão 8. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade usando Shapiro-Wilk. A 
análise de variância foi realizada pelo teste F (One-way ANOVA) seguido do teste de Tukey 
para múltiplas comparações, considerando significativos os valores de p< 0,05. 
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5 RESULTADOS 
5.1 Análise de viabilidade celular 
A análise de viabilidade celular pelo ensaio de MTT mostrou que, diante dos 
diferentes tratamentos, a atividade metabólica mitocondrial das 3 linhagens celulares tumorais 
estudadas (SCC-9, SCC-15, SCC-25) foi afetada de forma distinta (Figura 7). Enquanto todos 
os tratamentos reduziram significativamente a viabilidade celular das linhagens SCC-15 e SCC-
25 em relação ao Controle, a linhagem SCC-9 apresentou redução da viabilidade celular 
somente nos grupos 5-Aza 0,3 e CDDP + 5-Aza 0,3 em relação ao grupo controle. Além disso, 
o grupo CDDP + 5-Aza 0,3 reduziu a viabilidade da SCC-9 quando comparado ao grupo CDDP. 
 
Figura 7 – Gráficos representativos da viabilidade celular.***diferente do grupo Controle (p<0,0001); #diferente 
do grupo CDDP (p<0,05). 
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5.2 Análise de metilação do DNA 
 As figuras 8, 9 e 10 mostram os resultados obtidos pela análise de MS-HRM nas 
linhagens SCC-9, SCC-15 e SCC-25, respectivamente. O gene MGMT foi encontrado 
parcialmente metilado (50%) na linhagem tumoral SCC-9 (grupo Controle) e não se alterou 
após o tratamento com CDDP isolado. Porém, nos grupos tratados com 5-aza-2CdR, tanto os 
onde não houve associação quanto os associados com CDDP e em ambas concentrações, houve 
uma redução da metilação (Figura 8). O mesmo gene apresentou desmetilação em 100 % das 
células nas outras linhagens SCC-15 (Figura 9) e SCC-25 (Figura 10). 
 
Figura 8 – Gráfico da análise de metilação SCC-9/MGMT pela técnica MS-HRM  
 
  
 
 
 
 
 
                
 
 
 
 
 
Figura 9 – Gráfico da análise de metilação SCC-15/MGMT pela técnica MS-HRM  
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Figura 10 – Gráficos da análise de metilação SCC-25/MGMT pela técnica MS-HRM  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O perfil de metilação das 3 linhagens em relação ao gene MGMT pode ser melhor 
visualizado na Figura 11. 
 
Figura 11 – Mapa de calor do nível de metilação (SCC-9, SCC-15 e SCC-25)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.3 Análise de expressão relativa 
A figura 12 mostra os resultados de expressão relativa do gene MGMT para as 
linhagens SCC-9, SCC-15 e SCC-25. Na linhagem SCC-9, todos os grupos tratados, exceto 
CDDP, apresentaram diferenças significativas em relação ao grupo Controle, sendo CDDP+5-
Aza 0,3 o grupo que apresentou um aumento mais significativo da expressão do gene MGMT 
(4,81x, p<0,0003). Enquanto que, na linhagem SCC-25 foi observada uma redução da 
expressão do gene MGMT nos grupos tratados com 5-aza-2CdR, tanto os isolados (5-Aza 0,1 e 
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5-Aza 0,3, p<0,01), quanto os associados com CDDP (CDDP+5-Aza 0,1 e CDDP+5-Aza 0,3, 
p<0,0001) em relação ao Controle. Já na linhagem SCC-15 não foi encontrada diferença da 
expressão do gene MGMT. 
 
Figura 12 – Gráficos da expressão relativa do gene MGMT 
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6 DISCUSSÃO 
O fato da língua possuir uma composição histológica incomum (rica rede linfática 
e estrutura altamente muscular) colabora para sua susceptibilidade à invasão metastática e 
recorrência de tumor (Lim et al., 2006) e, por sua vez, para prognósticos ruins, associados 
também a diagnósticos tardios (Archilla, 2018; Centelles et al., 2019) o que acarreta menor 
eficiência dos tratamentos para o carcinoma de células escamosas (Kelner et al.,2014; Liu et 
al., 2016). 
Entre os principais tratamentos utilizados estão a cirurgia, radioterapia ou a 
combinação entre radio e quimioterapia (Mao et al., 2004; Mazeron et al., 2009; Rapidis et al., 
2009). No caso do uso de drogas quimioterápicas, a cisplatina é um radiossensibilizante efetivo, 
porém altamente citotóxico (Kwok et al., 2011). 
A fim de estabelecer métodos alternativos de terapia, o nosso trabalho teve como 
objetivo avaliar o efeito da associação de duas drogas já estabelecidas para tratamentos de 
câncer, o agente desmetilante 5-aza-2CdR e o quimioterápico CDDP, em 3 linhagens de 
carcinoma de células escamosas de língua, as quais possuem diferentes perfis em relação à 
idade de ocorrência, morfologia, atividade proliferativa e agressividade. 
No presente estudo, foi observado que as linhagens estudadas responderam 
diferentemente aos tratamentos com relação a viabilidade celular (Figura 7). Enquanto que as 
linhagens celulares SCC-15 e SCC-25 tiveram sua viabilidade celular reduzida quando tratadas 
com o 5-aza-2CdR em ambas as concentrações testadas, 0.1 e 0.3 µM, a linhagem celular SCC-
9 só teve redução da viabilidade celular quando tratada com 5-aza-2CdR na concentração de 
0.3 µM, mostrando que para a linhagem SCC-9, o 5-aza-2CdR foi dose-dependente. Além 
disso, em um estudo anterior do nosso grupo (Amaral et al., 2019), foi demonstrado que a 
concentração de 0.3 µM de 5-aza-2CdR não foi citotóxica para a linhagem SCC-9 nos tempos 
de 24 h e 48 h avaliados, mostrando que o 5-aza-2CdR age de maneira tempo-dependente em 
relação a viabilidade celular nessa linhagem, uma vez que no presente estudo o tempo de 
tratamento foi de 72 horas. Esses achados se sustentam, uma vez que, o uso de agentes 
desmetilantes em altas concentrações encontra-se associado a um efeito citotóxico imediato, 
como danos ao DNA, apoptose e parada do ciclo celular (Abele et al., 1987; Momparler et al., 
1997), enquanto baixas concentrações se tornam mais específicas para as populações de células 
tumorais (Tsai et al., 2012). 
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As linhagens SCC-15 e SCC-25 mostraram-se mais sensíveis ao tratamento com 
CDDP a 0.1 µM, com redução da viabilidade celular, sugerindo que as células SCC-9 
apresentam maior resistência ao tratamento com cisplatina nessa concentração quando 
comparada às outras linhagens. Estudos mostram que para a linhagem SCC-9 o valor 
encontrado de IC50 (4.79 µM) para tratamento com cisplatina, ou seja, a concentração que reduz 
em 50% a viabilidade celular, é maior do que para as outras linhagens (SCC-15 IC50 = 3 µM e 
SCC-25 IC50 = 2.41 µM) (Zhang et al., 2012; Kotowski et al., 2012; Elias et al., 2015). 
Não houve potencialização de ação do CDDP quando associada à 5-aza-CdR, ou 
seja, o agente desmetilante não promoveu sensibilização das células à ação da cisplatina 
(Beyrouthy et al., 2009). Para o grupo CDDP + 5-Aza 0,1, a viabilidade diminuiu apenas nas 
SCC-15 e SCC-25, já com CDDP 0.1 µM +5-aza-2CdR 0.3 µM, todas as linhagens 
apresentaram uma redução de sua viabilidade, inclusive a SCC-9, que não se mostrou diferente 
apenas em relação ao controle, mas também em relação ao CDDP isolado. 
Interessantemente, tem sido sugerido que mudanças epigenéticas em certos genes 
supressores de tumor poderiam predizer risco de recorrência tumoral (Goldenberg et al., 2004). 
Esses genes supressores de tumores estariam relacionados a processos de reparo do DNA, 
controle do ciclo celular, mecanismos pró-apoptóticos e regulação da diferenciação e 
proliferação celular (Esteller et al., 1999; Ha e Califano, 2006; Hema et al., 2017). O gene 
MGMT (O6-metilguanina-DNA metiltransferase), um gene de reparo de DNA, localizado na 
banda cromossômica 10q26, é evolutivamente conservado, sendo regulado por múltiplos 
mecanismos, incluindo silenciamento epigenético por metilação no promotor, fato observado 
em média em 40% dos tumores do tipo glioma e câncer de cólon, e em 25% dos tumores de 
pulmão, linfoma e câncer de cabeça e pescoço (Esteller et al., 2000; Cabrini et al., 2015). O 
promotor do gene MGMT é visto frequentemente hipermetilado tanto mucosa oral circundante 
normal quanto no próprio carcinoma oral de células escamosas (Kato et al., 2006). No estudo 
publicado por Zuo e colaboradores (Zuo et al., 2004) em 94 casos de carcinoma de células 
escamosas de cabeça e pescoço, cerca de 18% apresentaram hipermetilação no promotor desse 
gene e 20% tinham perda de expressão. 
Em nosso estudo, observamos que as células das linhagens analisadas apresentaram 
diferentes perfis de metilação e expressão do gene MGMT. Nas células SCC-9, o gene MGMT 
foi encontrado parcialmente metilado (metilação heterogênea) (Fig. 8), o que significa que 50 
% das células estavam hipermetiladas na região analisada, como já descrito por Amaral et al. 
(2019) e devido a isso estava pouco expresso. No entanto, as células das linhagens SCC-15 e 
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SCC-25 foram vistas 100% desmetiladas na região analisada do gene MGMT (Figuras 9 e 10) 
e apresentaram maior expressão do gene MGMT em comparação com as células da linhagem 
SCC-9. Estudos jádemonstraram que a metilação do gene MGMT regula sua expressão (Rosas 
et al., 2001; Kwong et al., 2002; Zuo et al., 2004; Qiao et al., 2018). 
O uso clínico do agente desmetilante 5-aza-2CdR, o qual promove desmetilação 
por meio da inibição das enzimas DNA metilotransferases, está aprovado por agências de 
regulamentação como ANVISA no Brasil e FDA (Food and Drug Administratation) nos EUA 
(Palii et al., 2008; Seelan et al., 2018). Após tratamento por 72 horas com 5-aza-2CdR (0.1 e 
0.3 µM), associado ou não a CDDP, observamos que a metilação do gene MGMT na linhagem 
SCC-9, ficou abaixo de 50 % (Figura 8) e isso resultou em um aumento da expressão do gene 
nessas células (Figura 12). Embora o tratamento isolado com 5-aza-2CdR na concentração de 
0.3 µM tenha aumentado a expressão do gene MGMT nas células SCC-9, quando este foi 
associado a CDDP (CDDP + 5-Aza 0,3) esse aumento foi mais pronunciado, sugerindo que o 
CDDP pode ter potencializado a ação do 5-aza-2CdR uma vez que as células tratadas 
isoladamente com CDDP não apresentaram mudança da expressão de MGMT.  
Embora as células das linhagens SCC-15 e SCC-25 possuam semelhança no perfil 
de metilação e expressão do gene MGMT, elas responderam diferentemente aos tratamentos 
com relação à expressão do gene. Enquanto as células da linhagem SCC-15 não apresentaram 
mudança na expressão de MGMT frente a nenhum dos tratamentos, as células da linhagem 
SCC-25 tiveram a expressão de MGMT diminuída após tratamento com 5-aza-2CdR (0.1 e 0.3 
µM), tanto no tratamento não associado quanto no tratamento associado à CDDP. A diminuição 
da expressão não representa um efeito direto do 5-aza-2CdR sobre o perfil de metilação do gene 
MGMT nas células SCC-15 e 25, uma vez que essas células não apresentavam metilação. No 
entanto, é possível inferir que genes não-alvos desse estudo estão sendo afetados pela ação do 
5-aza-2CdR e, possivelmente, alguns destes genes estão modulando a expressão de MGMT 
nessas células. Recentemente, Liu e colaboradores (Liu et al., 2018) mostraram que o gene 
Trps1 (Síndrome trico-rino-falangeal 1) modula a expressão de MGMT em células de câncer de 
pulmão resistentes à cisplatina. 
Finalizando, observamos nesse estudo que independente da associação à cisplatina, 
as concentrações utilizadas de 5-aza-2CdR modificaram a expressão do gene MGMT nas 
linhagens de carcinoma espinocelular SCC-9 e SCC-25. Ainda, 5-aza-2CdR foi eficiente na 
desmetilação parcial do gene MGMT nas células SCC-9 o que promoveu o aumento de 
expressão deste gene nesta linhagem de células. 
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7 CONCLUSÃO 
 
O tratamento com 5-aza-2CdR se mostrou dose-dependente na linhagem SCC-9. 
Porém, nas linhagens SCC-15 e 25 todos os tratamentos reduziram a viabilidade celular. Além 
disso os tratamentos associados não alteraram a viabilidade em relação aos tratamentos 
isolados, ou seja, não apresentaram resultados diferentes para nenhuma das linhagens. No 
entanto, as 3 linhagens estudadas apresentam diferentes perfis de metilação e expressão do gene 
MGMT, sendo que o tratamento com 5-aza-2CdR aumentou a expressão de MGMT para SCC-
9 e, surpreendentemente, diminuiu na SCC-25. O CDDP potencializou o efeito da dose 0.3 uM 
de 5-aza-2CdR ao aumentar a expressão de MGMT na SCC-9.   
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